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RESUMO

O fungo Corynespora cassiicola (Berk e Curt.) Wei é parasita facultativo e apresenta uma
vasta gama de hospedeiros. O patdgeno tem sido alvo de estudos que buscam conhecer mais
sobre seu ciclo de vida e os impactos nos hospedeiros, com o objetivo de se efetuar o controle
da doenca. Em ipés (Handroanthus spp.), a doenca afeta mudas em viveiros, podendo causar
mortalidade de até 100% e apresenta grande agressividade e severidade na sanidade de
individuos adultos em campo, principalmente, nos periodos secos e frios. Por ser uma
patologia que esta presente tanto em plantas nativas florestais, quanto em grandes culturas,
esta pesquisa foi realizada para verificar a capacidade desse patdgeno fangico em ipés, sob
condicdes de cerrado no Distrito Federal - DF, de infectar plantas de soja (Glicine max I.) e
vice-versa, avaliando a relacdo de patogenicidade de Corynespora cassiicola, agente causal da
mancha de corinespora em ipés, com a mancha-alvo em plantios de soja, a partir da obtencéo
em laboratorio de isolados de Handroanthus caraiba (HC1), Handroanthus serratifolius
(HS2), soja cultivada em uma lavoura no PAD-DF (GM3) e resto de cultura de soja em um
canteiro da Estacdo Bioldgica-UnB (GM4). Os resultados mostraram que os isolados, quando
inoculados na mesma espécie que a hospedeira de origem, causaram lesdes tipicas da doenca
em ipés e soja. Nas inoculagdes cruzadas, os isolados de C. cassiicola das espécies de ipés
(HC1 e HS2), infectaram todas as espécies de ipés e causaram reacao de hipersensibilidade
nas mudas de soja inoculadas em casa de vegetacdo. Contudo, as inocula¢des com isolados de
soja (GM3 e GM4) nao infectaram as mudas das espécies de ipés. O fungo isolado de ipés e
soja apresentaram variacdes morfologicas de micélio, conidiéforos e conidios, com cores,

textura do micélio das colbnias e das estruturas diferenciadas entre os dois isolados.

Palavras-chave: diferentes isolados, patogenicidade, variacdo morfoldgica.



ABSTRACT

The fungus Corynespora cassiicola (Berk e Curt.) Wei is an optional parasite and has a wide
range of hosts. The pathogen has been the subject of studies that seek to learn more about the
life cycle and the impacts on hosts to know how to controlling it. In ipés (Handroanthus spp.),
the disease affects seedlings in greenhouses, which can cause death of up to 100% and
presents great aggressiveness and severity in the health of adult individuals in the field,
especially in the dry and cold periods. Because it is a pathology that affects native forest
plants and large crops, this research was made to verify the ability of these ipé trees pathogen,
under cerrado ambiental conditions in Federal District - DF, to infect soybean plants (Glicine
max |.) and vice versa, evaluating the pathogenicity relationship of Corynespora cassiicola,
causal agent of the corinespora leaf spot in ipés, with the target spot in soybean crops, from
obtaining, in laboratory, isolates of Handroanthus caraiba (HC1), Handroanthus serratifolius
(HS2), soybean from a crop in PAD-DF (GM3) and rest of soybean from Biological Station-
UnB (GM4). The results showed that the isolates, when inoculated in the same species as the
host of origin, caused lesions typical of the disease in ipés and soybean. In cross-inoculations,
the isolates of C. cassiicola of ipés species (HC1 and HS2) infected all ipés species and
caused hypersensitivity reaction in soybean seedlings inoculated in a greenhouse. However,
inoculations with soybean isolates (GM3 and GM4) did not infect the seedlings of ipés
species. The fungus isolated from ipés and soybean showed morphological variations of
mycelium, conidiophores and conidia, with colors, texture of the mycelium of the colonies
and the differentiated structures between the two isolates.

Keywords: different strains, pathogenicity, morphological variation.
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1 INTRODUCAO

O fungo Corynespora cassiicola (Berk e Curt.) Wei é parasita facultativo e apresenta
uma gama de hospedeiros. E disperso principalmente pelo vento, que transporta os conidios
resultantes de sua reproducdo assexuada, a qual pode ocorrer tanto em folhas mortas, quanto
em folhas vivas (FERREIRA, 1989). Portanto, devido a sua ampla rede infecciosa e por
causar danos em cultivares agricolas e florestais (MENDONCA et al., 2012), o patdgeno tem
sido alvo de estudos, a fim de se conhecer mais sobre seu ciclo de vida e os impactos nos
hospedeiros; desse modo, havendo maior controle sobre a doenca.

Os ipés (Handroanthus spp.), arvores famosas por colorirem e dar vida aos cerrados em
meio a aridez do periodo de seca, sdo algumas das espécies atacadas pelo patdgeno. Uma vez
infectada por C. cassiicola, a planta passa a apresentar, na face adaxial de seus foliolos,
manchas circulares marrons com um halo concéntrico branco, tipico da doenca. Na face
abaxial, as manchas apresentam tonalidades mais claras (FERREIRA, 1989). Em viveiros,
essa doenga é importante por gerar grandes perdas na producdo de mudas.

A soja (Glicine max I.) € um cultivo com ampla disseminacdo e utilizacdo mundial.
Com a expansdo da fronteira agricola e a facilidade de mecanizacdo em funcdo do relevo
plano, atrelado as técnicas de correcdo da acidez e nutricdo do solo advindas da evolucdo das
tecnologias de campo, as areas de cerrado na regido Centro-Oeste se tornaram palco para o
novo polo agroindustrial brasileiro, mudando drasticamente o uso e ocupagéo desse bioma téo
complexo. Apéds a infeccdo por C. cassiicola, a leguminosa perde suas folhas precocemente,
juntamente a deterioracdo das vagens e o surgimento de manchas nas hastes (ALBERTONI et
al., 2009).

Nota-se que este patdgeno é bastante diverso e, por isso, sua complexidade ainda ndo
foi totalmente compreendida. Obras que elucidam sua relacdo com os hospedeiros e demais
associacdes, como Bentes et al.(2018) que observaram a variabilidade genética de isolados de
C. cassiicola de diferentes hospedeiras cultivadas em municipios do Estado do Amazonas, por
exemplo, estdo em constante desenvolvimento.

2 OBJETIVOS

Avaliacdo da relacdo da patogenicidade de Corynespora cassiicola, agente causal da

mancha de corinespora em ipés, com a mancha-alvo em plantios de soja, nas condicdes de

cerrado.
3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O fungo
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O fungo Corynespora cassiicola (Berk e Curt.) Wei é um patégeno cosmopolita,
facultativo e apresenta uma vasta gama de hospedeiros, havendo relatos em quase 400
espéecies de plantas, de mais de 70 paises (FARR e ROSSMAN, 2019). Os sintomas
apresentados por esse fungo séo lesdes necroticas nas superficies das folhas, caule ou frutos,
por um halo concéntrico de coloracgdo hialina (FERREIRA, 1989; REIS e BOITEUX, 2007).
Além disso, tem-se relatos da presenga do patdgeno em flores e raizes (DIXON et al., 2009).

No Brasil, € uma doenca presente em grandes culturas, principalmente soja, algodao,
seringueira, cacau, café, feijdo, fumo e hortalicas. O fungo infecta sementes e sobrevive em
restos de culturas. Sua disseminagéo ocorre por meio da chuva, irrigacéo e pelo solo, uma vez
que a alta umidade relativa do ar e temperaturas que variam de 20 a 32°C sdo fatores
climaticos favoraveis (TERAMOTO et al., 2013a).

3.2 Mancha de corinespora em ipés

A “mancha de corinespora” foi descrita como doenca nova em ipés por Ferreira e
Alfenas, em 1980, na regido de Vicosa, Minas Gerais - MG (FERREIRA e ALFENAS, 1980).
Ao observarem mudas de ipés acometidas com severidade pelas manchas foliares,
constataram a ocorréncia comum da doenga em viveiros, em contrapartida com sua baixa
incidéncia em individuos adultos nas condi¢6es de campo (FERREIRA, 1989).

Os foliolos dos ipés apresentam, na face adaxial, manchas escuras, as quais possuem
uma area central de coloracdo esbranquicada (FERREIRA, 1989), como pode ser observado
na Figura 1. O didmetro das lesdes varia de 1 a 20 mm, podendo unir-se a outra, desse modo,
aumentando a area lesionada pelo patdgeno e levando a desfolha prematura (FERREIRA,
1989; AUER, 2001).

Segundo Ferreira (1989), em ipés, a disseminacdo dos conidios é realizada,
principalmente, pela acdo do vento. O autor salienta, também, a participacdo da chuva e
insetos como agentes dispersores dos esporos, 0s quais, de folha em folha, culminam na
infeccdo pelo fungo. Concomitantemente, em casos de desfolha, as boas condi¢bes de
umidade e substrato do meio saprofitico favorecem a producgéo de conidios, que sdo dispersos
e 0 patdgeno retorna a parte aérea da planta como patdgeno foliar.

3.3 Mancha-alvo da soja

Na soja, a doenga ¢é descrita como “mancha-alvo” e foi relatada pela primeira vez no
Brasil em 1976, no estado do Parand, por Almeida e Yamashita (ALMEIDA e YAMASHITA,
1976). Os sintomas se iniciam com pontuagdes pardas de halo amarelado, desenvolvendo para

manchas circulares de tonalidades entre o marrom-claro ao marrom-escuro (EMBRAPA,
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2012), como evidenciado na Figura 2. Quando suscetiveis, as plantas de soja apresentam
manchas nas hastes e sofrem desfolha prematura, além do apodrecimento das vagens.
Segundo Molina et al. (2019), a desfolha em cultivares suscetiveis pode implicar em perdas
de até 40% na produtividade. Simultaneamente, o patdgeno atinge também as sementes, sendo
um meio de disseminacdo (ALBERTONI et al., 2009).

4 METODOLOGIA

Para o isolamento de Corynespora cassiicola por meio de via indireta (FERREIRA,
1989), foi utilizado o meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar), com fragmentos de tecidos
coletados nas bordas das manchas foliares presentes em exemplares das espécies de
Handroanthus caraiba e H. serratifolius em condig¢do de casa de vegetacdo no viveiro Il da
NOVACAP, em folhas adultas de soja infestadas oriundas do PAD-DF e de canteiros de soja
da Estacdo Bioldgica (UnB).

Os fragmentos com sintomas foram desinfestados superficialmente com passagens
sequenciais, pelo tempo de um minuto, em alcool etilico a 50%, para que houvesse a quebra
da tensdo superficial do tecido e desinfestacdo, hipoclorito de sédio a 2,5% e lavados trés
vezes em agua destilada esterilizada. Apds esse processo, os fragmentos foram dispostos em
lados opostos das placas de Petri, contendo BDA, datados e nomeados de HC1, para o isolado
de Handroanthus caraiba, HS2, para o isolado de Handroanthus serratifolius, GM1, para o
isolado de Glycine max do PAD-DF e GM2, para o isolado de resto de restos de cultura de
soja. Os fragmentos foram incubados em BODs a 28°C, com fotoperiodo de 12 horas, por
sete dias. Concomitantemente, amostras de folhas contaminadas foram colocadas em
condicdo de camara Umida, para a esporulacdo do patdgeno, de onde retirou - se as estruturas
do fungo para observacdo em microscépio 6tico de luz e obtencédo de fotografias.

Com os isolados crescidos, retirou-se estruturas do fungo com auxilio de estilete, 0s
quais foram depositadas em laminas microscépicas, contendo o corante azul de algoddo em
lactogligerol, seguidamente observadas em microscopio 6tico de luz e fotografadas.

Em casa de vegetacdo da Estacdo Bioldgica (UnB), foram semeadas sementes de ipé
caraiba, ipé amarelo e sementes de soja transgénica (variedade comercial RR) em sacos de
Polietileno, tamanho G, nas dimensdes de 32 cm x 28 cm, contendo substrato composto por
mistura de areia, terra e adubo (NPK 10-10-10). As sementes de ipé utilizadas estavam
armazenadas em camera fria no viveiro Il da Novacap, a 15°C.

Ap0s a obtencdo de colbnias dos isolados de C. cassiicola de ipés e de soja, efetuou-se

0 teste de patogenicidade em mudas de ambos, cultivadas em casas de vegetagdo. As
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inoculagdes foram feitas retirando - se fragmentos das coldnias do fungo do meio de cultura e
depositando-os, com ou sem ferimento, em cinco pontos de cada foliolo adulto dos ipés,
primeiro nas faces abaxiais e, posteriormente, nas faces adaxiais dos foliolos. Em soja, as
inoculacdes foram feitas em foliolos mais velhos, com 60 dias, repetindo o procedimento em
foliolos mais jovens também. Ao final, todas as mudas inoculadas foram etiquetadas, datadas
e cobertas com sacolas plasticas. Todos os dias, no periodo de um més, as sacolas foram
removidas e as mudas pulverizadas com agua destilada esterilizada até o molhamento dos
foliolos inoculados, sem que houvesse escorrimento.

Para a realizagdo dos ferimentos, foi utilizada a ponta de estilete flambada, a cada
nova inoculagdo, em chama de lamparina para evitar a contaminacao e para que nao houvesse
a mistura dos fragmentos das col6nias do fungo.

A cada trés dias, apdés as inoculacbes, as mudas foram avaliadas medindo-se o
didmetro das lesGes nos foliolos dos dois hospedeiros. Ao fim desse processo, amostras dos
foliolos de ipés e soja foram coletadas e, em laboratério, realizou-se o re-isolamento do fungo
em BDA, verificando em lupa, também, a presenca ou ndo de esporulacdo de C. cassiicola

para a comprovacdo do teste de patogenicidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de patogenicidade foi positivo para C. cassiicola causadora da mancha de
corinespora nas espécies de ipés H. caraiba e H. serratifolius (ipé amarelo), sendo verificada
a presenca de lesdes necroticas foliares, formando halos concéntricos, nos foliolos das mudas
de ipés (Figuras 1 e 2), resultado da inoculacdo do isolado do fungo de ipés.

As inoculagbes dos isolados do fungo de ipés (HC1 e HS2) em foliolos adultos de
soja, sem ferimentos, ndo foram positivos, portanto, sem formacéo de lesGes tipicas do fungo.
Entretanto, nas inoculacdes com ferimentos, houve inicio de formacdo de lesdes muito
pequenas, com a presenca de halos amarelados, os quais podem indicar uma reacdo de
hipersensibilidade da soja ao isolado de ipés (Figura 3). Os resultados das inoculagdes dos
isolados de soja (GM1 e GM2), em foliolos de ipé ndo foram positivos, ndo apresentando
lesbes sem ou com ferimentos. Na literatura, existem relatos de inoculagdes cruzadas entre
diferentes hospedeiros de C. cassiicola que também ndo foram infectivos, embora fossem
todos isolados de C. cassiicola (AGUIAR, 2015).
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Figura 1. A - C - Mudas de Handroanthus serratifolius inoculadas com isolados de C. cassiicola de
ipés (HC1 e HS2). A e B - Foliolos de mudas de Handroanthus serratifolius inoculados nas
superficies abaxial e adaxial, mostrando lesdes necréticas causadas pelo fungo. C - Lesbes na
superficie abaxial do foliolo resultante da inoculag&o na superficie adaxial do mesmo.
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Figura 2. A - D - Mudas de Handroanthus caraiba inoculadas com isolados de C. cassiicola de ipés
(HC1 e HS2). A - D - Foliolos com lesdes da doenca resultante das inoculagdes, tanto nas superficies
adaxiais, quanto abaxiais dos foliolos.
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Figura 3. A e B - Foliolos de soja inoculados com isolado de C. cassiicola de ipés (HC1 e HS2). A -
Foliolo de soja mostrando lesdo pequena inicial e reacdo de hipersensibilidade, com halo amarelo, na
superficie adaxial. B - Lesdo pequena na superficie abaxial do foliolo de soja, por baixo do in6culo.

Nas comparacdes feitas entre as culturas dos isolados do fungo de ipés e soja
evidenciou - se diferencas na cor, formato e tamanho dos conidios e conidiéforos. As coldnias
de C. cassiicola de ipés apresentaram coloracdo branca que, mais tarde, tornaram-se cinza-
escuras e com o fundo das placas preto (Figura 4). Por sua vez, as coldnias de C. cassiicola do
isolamento de soja apresentaram tons amarronzados na parte superior, com o fundo das placas
preto e com halos avermelhados (Figura 5). As diferencas marcantes foram notadas, também,
nos conidi6foros e conidios adultos dos dois hospedeiros, tanto em dimensfes de

conidioforos, conidios, nas dimensfes dos esporos e nimero de septos (Figuras 6 e 7).

Figura 4. A e B - Coldnias novas de C. cassiicola do isolado de ipés, em meio BDA. A - Crescimento
micelial branco na parte superior da placa. B - Micélio escuro na parte inferior da placa.
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Figura 5. A e B - Coldnias de C. cassiicola isolado de foliolos adultos de soja, em BDA, mostrando
coloragdo amarronzada. A - Micélio cinza na parte superior da placa. B - Fundo preto na parte inferior
placa, com bordas avermelhadas.

Figura 6. A e B - Estruturas reprodutivas de C. cassiicola isolado de ipés. A - Conidi6foros com
producdo apical e simpodial de conidios. B - Conidios multisseptados, presos aos conidioforos
mostrando cicatrizes proeminentes. Barra de escala = 24 um
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Figura 7. A e B - Estruturas reprodutivas de C. cassiicola em soja. A - Conidioforos de foliolos
infestados de soja colhidos em campo, com detalhes de cicatrizes apicais nos conidiéforos e conidios
longos, subhilanos, septados e com cicatrizes proeminentes. B - Conidios subhialinos, filiformes e
longos de C. cassiicola obtidos de coldnias em meio de cultura, em placas. Barra de escala = 21um.

Em ipés, Ferreira (1989) observou que os conidioforos de C. cassiicola, de foliolos em
condicdes naturais, formavam-se isolados ou em grupos, com a base relativamente bulbosa e
proliferacdo terminal. Os conidios, produzidos apicalmente no conidiéforo, apresentavam de
cinco a 20 pseudo-septos, no entanto, em condic¢éo de alta umidade ou em meio de cultura, as
estruturas mencionadas acima se mostravam diferentes, apresentando formato mais afilado.
Os conidios, presos lateralmente aos conidiéforos e frequentemente vistos em cadeia,
indicaram que, nestas condic¢des, o conidio que ndo se desprendia totalmente, se mantinha
agarrado a lateral do conidiéforo durante o crescimento do patégeno (FERREIRA e
ALFENAS, 1980). As diferencas morfoldgicas entre isolados C. cassiicola de outros
hospedeiros, por exemplo, de pepino e de mamao, foram observados por Aguiar (2015).

Devido ao aumento da incidéncia de mancha-alvo observada nas Gltimas safras de soja
(EMBRAPA, 2020), diversos estudos tém sido realizados para avaliar a resisténcia de
cultivares ao patégeno e para verificar a especificidade das plantas hospedeiras
(ALBERTONI et al., 2008; DIXON et al., 2009; TERAMOTO et al., 2013b).

Contudo, até o presente momento, ndo ha literatura disponivel que relate inoculacdes
cruzadas a partir de isolados de C. cassiicola obtidos de ipés e soja, tornando o presente
trabalho de carater singular e promissor, visto que, na regido do Distrito Federal e entorno, ha
a presenca marcante de ipés exuberantes e grandes cultivos de soja, assim como outras
culturas de importancia econdmica.

6 CONSIDERACOES FINAIS
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O teste de patogenicidade foi positivo para C. cassiicola causadora da mancha de
corinespora em ipés e positivo para C. cassiicola causadora da mancha-alvo da soja. As
inoculacdes realizadas com isolados de C. cassiicola obtidos de ipés, em soja, ocasionaram
lesbes pequenas e reacdo de hipersensibilidade nos foliolos de soja inoculados, contudo, as
inoculag@es realizadas com isolados de C. cassiicola obtidos de soja, em foliolos de ipés, ndo
foram infectivos. O fungo isolado de ipés e de soja apresentaram variagdes morfologicas de
micelio, conidiéforos e conidios, com cores, textura do micélio das colbnias e das estruturas
diferenciadas entre os dois isolados.

A pesquisa mostrou, também, que ha certa especializacdo do hospedeiro. O fungo
Corynespora em ipés ja estd bem adaptado aos ipés, assim como o fungo de soja esta bem
adaptado a soja. Contudo, o fungo de ipés pode migrar para a soja, pois foi observado lestes
nos foliolos. Se forem feitas inoculac@es em foliolos mais velhos, tanto em campo, quanto em
casa de vegetacdo, certamente serd possivel observar lesdes mais significativas, salientando
que, em soja, a doenca é de final de ciclo e, em casa de vegetacdo, a soja utilizada produziu
vagens muito rapidamente e logo entrou em senescéncia, fazendo com que as inoculagdes
fossem feitas em foliolos baixeiros.

Os resultados encontrados abrem caminho para uma pesquisa excelente que, ao obter
isolados de diferentes esséncias florestais como ipé, mogno, cacau, seringueira e isolados de
tomate, pepino, algoddo e café, por exemplo, permitira realizar a classificacdo filogenética
desses isolados através de biologia molecular, compreender melhor a relacdo com a
hospedeira de origem e, como consequéncia, o ciclo do patégeno. Em um estudo realizado por
Sumabat et al. (2018), ao observarem 53 isolados oriundos de algodao, soja, tomate, pepino,
horténsia, mandevilla, pimenta e gergelim cultivados no sudeste dos Estados Unidos,
discutiram que h& uma especializacdo de hospedeiros, uma vez que, no geral, os resultados
obtidos mostraram que os isolados inoculados na mesma espécie que a hospedeira de origem,
foram mais agressivos que os demais isolados. Além disso, com a caracterizacdo genetica,
puderam agrupar os isolados dentro das 6 linhagens filogenéticas ja elucidadas em estudos
anteriores.

Morfologicamente, Corynespora em ipés esta descrita como Corynespora cassiicola,
por tanto, se faz necessario estudos de biologia molecular para comprovar se Corynespora de
ipés é realmente C. cassiicola, além de estudos com isolados provindos de espécies florestais
e empregadas em cultivo anual, para o melhor conhecimento sobre o ciclo de vida do

patdgeno, seus impactos e medidas de controle mais eficazes.
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